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Die folgenden Angaben sind den vom Anmeider eingereichten Unterlagen entnommen 

(54) Verfahren zur ErrnittJung von Inhibitoren der Terpenoid-Biosynthese 

(571 Eine Methode zu r Ermittlung von Inhibition wenigstens 
eines Enzyms in der Biosynthese von Terpenoiden uber 
1 -Deoxy-D-xyiulose-5-phosphat in Pflanzen, die folgende 
Schrirte umfafSt: 

(a) Herstellung einer Suspension aus Zellen oder Plasti 
den eines plastidhaltigen Organtsmus in einem Kulturine- 
dium, welches zur Unterstutzung des Metabolism us in 
oesagten Zelien oder Plastiden mincestens bis zum Aus- 
na& des besagten Biosyntheseweges dient, 
!b1) Zugabe einer definierten Menge einer 13 C-, 14 C-, 2 H- 
oder 3 H-markierten r biochemischen Vorstufe zur Erzeu- 
gung von Terpenen uber besagtem Biosyntheseweg, 
id l InKubation der in Schritt (bl) erhaltenen Miscnung fur 
eine bestimnnte Zeitdauer bei einer definierten Tempera* 
:u r, 

• dl) Aotrennung einer F r aktion aus der in Schrin (cl) er- 
naitenen Mischung, welch e ein Produkt oder Zwischen- 
oroduKt des besagten Biosyntheseweges unterhalb von 
1 Deoxy -D-xylulosc 5 phosphat enthalt, 
!e1) Nachweis und Bestimmung der Konzentration eines 
oaer mehrerer markierter Procukte in cier besagten Frak- 
tion, weiche in Schritt <d1) erhalten wurde, 
b2) Wtecerriulu ng des Schrittes (bt) nach der Zugaue ei- 
ner definierten Menge einer chemischer Testsubstanz un- 
:eransonsten identischen Bedinqunqen, 
c2' bis \e2) Wie der no lung der Schrirte (d) bis (el) mit 
der in Scnntt (b2) erhaltenen Mischung unter dense I ben 
Beaingurgen wie n den Schritten (cl) bis e1' und 
f) Nachweis der Herrmung wenigstens eines Enzyns im 
oesagten Biosyntheseweg uber die ... 
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_>ie \ • -I'negenoe : :r:i r^mrg re/:eh: Men jdeemcin au: • :^s ( : c?!c: der : Ter*"".z:oe und srczie: ; e:ne Mc:.;. /lo 
V\ uchs: Ji!is!:e;niiLni: vr^n PM an/en und aut' cine Me: node /ur I:n;u::Iung *>n Innimu -ren jus einer cheiiiiscacn Si.b- 
^ s ; : ; r / h i h i i i 1 * h e k 

:n der Wrgangenhc.i u urdc 1 icr^i/am Tschung durchged.iir:. indem n.^n ^;:i:!::vhj Sjpsi.n/cn /ucrs' direk: ulU' ihre 
Hciumeicerischalien :i^r>i^ pj-ar./erm achs' ur:i jntersuclite. und erst \ ici srmer vv urde ,icr Wi r k n lec h a n i s i : in s cines in 
d:e>er W'eise getbndener: Ilerbv.ids ;u!gckiart. M:( emem derurdgen Bkndrroze.; :dr.d die Ergebnisse in !i«>hc:;i MaOe 
voir, Zulaii ahnangij Jnr. m starkem Matfe unkoniroiher. 
; , Wir w or en nun erioigreicm die sen Prozei: der liniw -ie klung reuer Herbizidc mil bekarniem Wi rk j ; tecka n i s n i u s durci; 
e;r radonedes Bcsdmincn l;s\ en ar.rer. fur I lerbizid- Aktr. itat umzukc.irem Tfnser Verfahren berahi in^besonderj auf der 
t V 1 1 g e n d e n Vo rge h e n s \v c l s e . 

Xuerst besnntmen wir ailgenieirie Pigenschaften. d : e cin ideales Hcrbi/ul besit/en sollte Diese sind mi Einzelnen: 

15 M> L:in Herb;zid sollte hocnuirksam gegen ade Artcn \on Unkraut sein. 

ill Ls solite :ur Menscheri und Tiere. die dem Iierbizid ausgese:zi sind. mcht :oxisch sein. 

f.i i !:s sollic iincn W'i rkniec ham sinus bes.tzen. der sich zur Produkdon von genetisch veranderten driragsptlanzen 
nut einer Res:stenz gegen das Herbizid annieiet. 

! ■) Wir konnien diese Pronlem losen. Ais einen ersten Aspekl unserer Losung dieses Problems beshmn ten wir einen Bio- 
syntheseweg, der ein ideales Ziel fur cin Herbizid darstellt: der Terpenoid- Biosy mheseweg uber l-Deoxv-D-xviuloseo- 
phosphat. Dieser Biosvniheseweg wurde in kemer Tieran gelunden. lir ist von enischeider.der Bedeutung t ur erwarei 
v\ird, da 1:1 sie durch gleichermatfen idiosy nkrat isclie Hnzynie kalulysicrr werden und daher Kreuzinibitioncn mil anderen 
hnzvincn, inbesondere riiii Saueetiercnzy men, nielil zu beturchien sind. 

bm diesen Aspekl unserer Losung des obengenannten Problems besser wurdigen zu konnen, werden wir nun den bio- 
eliemiselien Hi nlergrund dieses Biosy niheseweges naiicr erlauiem. 

Durch klassische U nK rsuchungen von Bloch, Cornibrih, Lynen und ihren Milarbeiiern haben sich Isopcnicnv Ipvro- 
phosphal (IPP) und Dimethy lalK Ipy 'rophosphal i DVL\P^ ais die Sehlusselvcrbindangcn im Biosvnilijseweg der derpe- 
noide durclr^eserzl. Vbr kurzent wurde gezeigi, daB in besiiinniien Bakierien iRohmer et al. 199-3; Rohmer et al. 1990: 
- > Du\Oid el al. 1997; Sprcnger et al. 1997) und PH arizen ( Arigoni et al 1997) ein allernativer Biosy nthe^eweg wirksam isi. 

Dieser neaariige Biosyniheseweg isi in Abb. 1 dargestelli. I:r beginnt mil der Kondensairon von Pyruvat mil Glveeri- 
naidehyd-3-phospliai unter Bildung von l-Dcoxy-D-xylulose-5-phosphai (DXP), welches schcinbar nachlblgcnd in ei- 
ner Zweistu.enreakiion, .lie eine lniraniolekularc Unilagerung und eine Reduktion beinhaltet, in 2C-Methvl-D-ervihn- 
tol-4-phusplial amgewandelt ward. Diesc Zwiselienstule wird nachiblgend in IPP und DMAP unigewandelr. 
J 5- Im klassischen Biosynthcseweg enisteht EPP und DMAP aus Me\ alonat. lis wurde gelunden, daR der alternative Bio- 
syntheseweg in Tiercn niehi vorkomnit, und daB in Pllanzen der klassische Biosyntheseweg iin Zyiosol, wiihrend der al- 
ternative B i osy n these we g in Plastiden (z, B. Chromoplasien. Chloroplasten ) ablauft. 

Es wurde weherhin ais Aspekt der Urfindung gezeigt. dao sich dieser alternative Biosyntheseweg mil semen in star- 
kem MaBe idosynkratischen Reaktionen und Bnzymen ais ideaies Ziel t Lir Merbizide eignet. ^ 
4i) Wir haben desweiteren gezeigt, daB chemise he Substanzbibholheken gezieli naeh Inhibiioren des akernativerj Biosvn- 
theseweges iurchsueht werden konnen. Insbesondere haben wir ein Verfahren eniwickelt, mil dem man Inhibition \\c- 
nigstens eines der Hnzyme aus dem Teipenoid-Biosynthesewcg uber 1 -Deoxy-D-xvlulose-5-phosphat in P(lanzi:n ermit- 
teln kann, und das folgende Schritte beinhaltet: 

(a) Merstellung einer Suspension aus Zellen oder Plastiden eines plastidhaltigen Organismus in eineni K7ultumie- 
dium, welches zur Unterstutzung des Met aboii sinus in besagten Zellen oder Plastiden niindestens bis zum AusrnalS 
des besagten Biosyntheseweges dienr. 

(bi ) Zagabe einer dehmerten Menge einer ' J C-. '"O, ~H- oder -d-I-markierten, biocliemischen Vorsiute zur Brzeu- 
gung von Terpenoiden uber besagten Biosyntheseweg, 
sr > ( el ) Inkubation der in Schritt (bl ) erhaltenen Mischung tLir eine bestiiiimte Zeitdauer bei einer dehnierten Tempe- 

ra! ur, und 

idl ) Abtrennung einer Fraktion aus der in Schritl (cl ) erhaltenen Mischung, vvelche ein Produkt oder Zw r ischenpro- 
duk: des besagten Biosyntheseweges unterhalb von 1 -Deox\-D-xylulose-5-phc'Sphat enthalt, 

<e 1) Nachweis .;nd Bestimmang der Konzemration eines oder mehrerer markierter Produkte in der besagten I ; rak- 
55 tion, welche in Sehrirt (dl ) erhulten wurde. 

'b2i W ieoerholung des Sciinttes (bl ) nach der Zugabe einer delmierten Menge einer cneniisehen icstsubstanz un- 
ter ansonsten idenrischen Bedingungen, 

ic2) bis ie2) Wiederholung cer Sclintte toll bis ie". i mil derm Sehrit: ib2) erhaltenen Mischung unter denselben 
Bedingungen wie in den Sciintten icl ; bis <e ■ ) und 

IT! Vaci^weis de- Henmuing wemgstens eines h.n/vTim ini besagten Biosvniheseweg durch die Beobachiung, ob die 
Konzen [ration eines oder mehrerer Produkte. die in Schrit: tel i beshmmt wurde holier ist ais die Konzent ration ei- 
nes oder mehrerer Produkie. die in Schritt !e2) bestimnit wurde. 

Dieses Verlanren kann eniweder m:i gan/en Zellen eines piastichaltigen Organismus -\1er Tim ar»ge!rennten Plastiden 
'o ausgetuhrt werden. In icoem Fad bedeutei die Inkubation mil einer markierien spezinschen Nbrsiuie nn aliemaii ven Bio- 
syntheseweg uber !-Deov\ -D-vyluiose-^-ph.O'Spha;. daD cias \ertahren nur EnzMne dieses Bios\ nth.escw eees umtaLd. Da 
dieser Biosy mhesew eg in alien Pdanzen get anoen wird, wird jeder Inhibitor die Higensehaft eines lot jiharnizioes nesit- 
zen. 
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!)as Verfahrcn -^n:i :\\:\ /^..\j!!l;:c:] oder > us pensioner jus Plasiiden .jusgelahrt werden. Bc.spieis'A cise kann die 
/edkalrur \ on ( "a!.:ar.inir.u.s ro<ojs \ crucna'! werden. Die Plasdden r.onner. C'hromopiasrer. C 'hicr. 'piaster.. R;:^:\.s:cn 
^\:cr Lcukoplusier >ein. Ais Ersatz konnen ( \ anobaK:er*.en :ni 1 linbiick auf mre Bezichung zu Oiiorcpiasren \ er we rule! 
w ero.cn. 

Biv.orvug! <ind Plashden aus I 'nkrautern oner ;nis Pil.jn/en. lie cine enge Verw andtvc:iaf' /i. I 'nkniutern he^it/en. > 

Die PLstiden konnen jus Pdanzergewehe nach Aufbrechen der/eilen. FiUraiion und Xertrif ugadon nacr. bekannien 
Meihoden erhalien werden, /.. B. Cuniara. \Ie:hods l:n/ymo!. 214. 352 3t)5 ;1993i oder Liedv> >gei. ( \ tebiologv 12. 
155 P4 : In oieser \er ■frendichungen sind auen Inkubaiicnsniedien far diese Plastide angegeben. 

Die mar\ierien Vorstuter konncn n:chi-radioakr:v ode: radioaknv sein. Irn Ealle von mchtradioarvi: ven Vorstuler wer- 
den C- oder _ :I-n:ars.:ene Vorstufen bevor/ugt. Paiie rudi* aktiver Vorsiuten vverden ■"("- and 'H-markiene Vorsiu- lo 
ten bew T/.ugt. Sic werden als wallnge Ldsung zugegeben. Die Konzen: ration der Vorsiuten in ua^nger Losung kann 
zw;soher 1 uM und i uiM lichen. "Die Konzentrution der PI as I uien enlspnehl eineni (ies^int^roteimnhult von ( J. 1 nig/ml 
bis /u ■ n nig/rnl. vor/ugsweise 0.2 mg/ml bis zu 5 rny'iii I. Iin E:ii'e '-nurkiener Vorstufen lieg! die TCadionkli viiat vnr- 
zugsweise bei mindestens 0. 1 uCi und mi Fade I I-markierter Vorsiuten vorzugsweise bei mindestens 1 uCi. 

Die Intubation wird vorzugsweise bei 20 bis 40 C und msbesondcre bet 25 bis 30''C. 1 durchgefuhrt. Die Inkubudons- i.s 
zeii kann 30 mm bis 15 h. vorzugsweise 2 bis 10 h und insbesondere o bis 8 h betragen. 

Die Abtrennung der Terpenoid! rak'.ion kann durch Hxtrakricn nut eineni lipophiien organischen Ldsungsmutei. vor- 
zugsweise Chlorofon:i. Dichtomiethan oder Erhylaeeiar erfolgen. Der Extrakt wird aul' ein gewunschtes Vblumen z. B. 
300 ul emgeste;lt. Ein Aliquot davon, z. 3. 10 ul. wird fur Elussig.scintillationszahiung verwendei. Das gleiche wird mil 
der Miscnung vor Inkubaiion gemacbt. Der Wen vor Inkubation wird auf ICO'v gesetzt, und die Werte naeh der Tn^uba- 20 
tion werden in r h relativ /.una Wert vor der Inkubarion angegeben. 

Die chemisehe Test verbindung kann als Ees:stoff ode: als Ldsung zugegeben werden. Irn Fall einer wassenoslichen 
Verbindung wird eine waBrige Ldsung bevorzugt. In andercn Fallen kann cine Losung in hydrophilen, protischon orga- 
nischen Losungsiv.itteln. wie Methanol, Ethanol, Propanol oder hydrophilen. aproiischen organischen Losungsnidtein. 
wie Diniethvlsulfoxid, Dimethvirorniaiiiid, Tetrahvdroturan, Dioxan. Ethvlenglvkoldiniethvlether, Diethvlengl vkoldi- 25 
rneihvkiner. Triet liy lengly kokliniethy lether. leLxaethyleng: ykoldmiei hy leiher oder Hexaniethy l[3lK;sphorsaureLnainid 
vcrwendci werden. Als Ldsungsvcrminlcr konncn seiche Losur.gsniittel aueh eineni VIediuin fur die Suspension der Pla- 
stide zugefugt werden. 

Als biocheinische Vorstufe kann jeder BestandteiL der sich im Biosyntheseweg uber 1 -Deoxy-D-x\ lulose-5-phosphur 
vor Isopenieny Ipyrophosphai befindet. verwendei werden, oder auch jede der Verbindungen die in vivo in einen solchcn >o 
Besiandteii unigewandeli werden konncn. Bevorzugt sind 1-Deoxy-D-xyiulosc, l-Deoxy-D-xyiuiose-5-phosphat. 2C- 
MeUiyl-D-erytlirirol, 2C , -MeLhyl-D-erydiniol-4-phosphai und 2C 1 -MeihvFD-eryrhrirol-4-py rophosphai. 

Jede Verbindung, die als Inhibitor in deni Test verfahren wirkt, ist ein Ilerbizid. Sie kann fur die spe/.ihsche Blockie- 
rung des Terpenoid-Biosvntlicscwcges liber 1 -De(.jxv-D-xy!ulose-5-|?liospliLit verwendet werden. 

Die Ertindung wird nun nut Bezug auf die Beispiele erklart. ?s 

Beispiele 
Herstellungsbeispiel 1 

40 

(a) 1 .2-0-Isopropyliden-(2R,3RS)-l,2.3-butaniriol (8) 

1 .2:5,6-Di-0,0-isopropylidend)-niannitol (6) (14 g, 53,4 niniol) wurde in 200 ml troekeneni C'hioroforni gclost. Was- 
serfreies Kaliunicarbonat (50.5 g, >66 minoi) wurde zugegeben, und (iie Suspension wurde aut 0°C gekiihlr. Bleiierraa- 
cetat (27,1 g, 61.1 innioO wurde in klemen Pordonen unier starkem Riihren eingetragen. Die orangefarbene Suspension 45 
wurde fiber Naehr bei Rauniieniperatur stehcngelassen. Das Kaliunicarbonar wurde abgeknulscht, und der Filterkuchcn 
mehrniais niit Idher gewasciien. Das FiitraL und die Waschphase wurden veremigt. mil Magnesi uinsulfat gelrocknei. und 
das Eosungsmirtel wurde int Vakuuni entfernt. Das zuruckbleibende Ol, welches den Isopropylidenglycerinaldehyd ent- 
hielt wurde rasch destilliert (60°C bei 30-40 mbar). Ausbeute: 10.5 g (80.7 mmol, 76%) reiner Isopropylidenglycerinal- 
dehyd 7. Dieses Piodukt wurde so fori in 35 nil rrockenein Ether gelost, uni eine Polyniensation zu verhindern. Die L6- .so 
sung von 7 wurde zu einer gekuhlten Losung aus Vlerhylinagnesiumjodid m Ether gegeben Ihergestelit aus 5,1 g 
< 207 mmol) Magnesium und 13,0 ml (2i)9 nmiol ) rVlethyljodid in 140 nil Ether]. Nachdem der Aldehyd kompletr zuge- 
geben war, wurde die Ldsung uber Nacbt bei Rauniieniperatur weitergeruhrt. Die so erhaltene Losung wurde ansehlie- 
Bend .angsam auf zcrkleinertes Eis geschuttet, und ausgefalienes Magnesiunihydroxid wurde durch Zugabe einer gesat- 
rigten Amnioniunichiondlosung (50 mi) wieder in Ldsung gebrachi. Die orgamsche Phase wurde abgeirennt. und aie 
walSnge Phase wurde mil Na;rjunichlond gesaitigt und anschiieBend nnt Chloroform extramerr (3 >; 5(J ml;. Die verei- 
nigten organischen Phase n wurden mil Magnesiumsuifat geirocknet. und das Ldsungsmittei wurde im Vakuuni entfernt. 
Ausbeute: 9.9 g (67.8 minol. S^ r ( ; ; 1 ,2-O-Isopropy hden- 2R,3RS )- 1,2,3-butantnoJ (8). 

H NA4R (3o0\tHz. CDC1 ? ): 6 ippm) 0.96 <d. : J= 6,5 Hz,, 1.07 uL 3 .T - o,5 Hz), 1.24 (s>, 1.25 s), L29 <s), L33 f si, 
3.41 1.47 i m ». 3.C)7 -3,7S . rn), 3,82 3.97 , n,j. 4.67 id. "M - 4.6 fl / ). 4.75 ol. J - 5.2 11/.) i uniersrrichere Sign ale ger.dren .-s.i 
zu dent Iji astern 'iner. welches im L'berschulj entsteht:; : '(.' NMR (90 MHz, (7DCL): 6(ppni) 18,0. 19,S, 24.8, 26.1. o4.3. 
t)5.9. ')().}, no. 9. 79.1. ^9.3. 10"',7. 107. 7 ( unterstr:chene Signaie gehoren zu deni Diastereonier, welches ini UbersclialS 
en:steht): Anal ner. fur: (MI ;.;<);: (' 57.5, H { K 9. () 32. t:: gel'.: (' 5 7 ,2. II 9.9. () 32,8. 

i ru 3. -!-(.')- Isopropv nden-( .*R ;-3.*^-dih\ dro\v-2- but anon 0)) *o 

i .2-< )-lsopropv iiden-i 2R.3RS t- 1 .2.3-buiantrioi iSii'J'.ig, n 7 .Snuiiol) uurde in l<H:nu C'lilor'M'onn gelost. Wasser 
■ l ;) d :wr.. ; < g x.uiu:nca:"b» ^nai .21" anno: i und 50 nig :vutb.en:uriid:^\id-i :\ olrai wurden z.Lgegeben. iJiesc Suspension 
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u >.:v.e pc. P. ::c:::pera" ar ;ici::g gerunr*. „;:d 2 1 ' g ; . ; c Na:rm:npc:->.v.a; w u.v.e :~ ^c!i:c:: P ti:. Tc. n . /ucoi „ ji. 

Sonaid der pH-Wer: L.nier ~* :;ei w urde or dure;: /.agabe v^n :es;cm Kaiiumcarrona: ^:u:er au: cnci W'cr: zw :s^.;cr S 
un;. "O e:ngeMe.!i N'jl.i 'iccr.vii^ur.j; der Pep« HaJzug-ibc PeP :;un .lie Suspend'." n zwei u ePcre 77iee ^ci Raaiirempcra- 
t cr r ahre'u V, - r der A a: -:r u e: : ang u urde <o.r: \::uu» i der ReaNiionsiiiis-chLng :nr I Pile ,1c- : : NMR S^ek.rosKopie uber 
prid : r-i.is noch Ai^^in^s; .iarerial \ orh <nden w a.- warde zur Reaknonsnuschnng eine /us:i:ziic:ie Menge :in Xainum- 
pe:S.-dat :c^ncn. We nr. die Oxidiiton voiisiandig abgeLu:en w ar. <a urde .lie Suspension abgen.Jts.cht and das Li It rat 
wurde in f ( nl'T^l Tin eMraniert (4 50 mi . Die vereinigien orgarhschen Phase n warier nr.! Mag .-esiumsui tat 'jeirock- 
ne\ oas I .osur gsmiuei w urde : r.i \akjum cnUernt. A asheute: "P2 g ; 5 1 .' mniou "4P . 3.4-( )Hsu nrop_\ .idcn-> 3R i-3 .4- 
dihyoro\A-2-DLianon ; 9 ). 

H XVI R 2>0 MHz. ( 'DCl : i: 6 . ppm I 4 . >. 3 ; : ■ . 1 .5 s v ; I : i. 2.2"* : 311 t. 4.;; . dd. : 7 = S.54 Hz. 7 = 5,50 I III;. 4.2 
uid. : J - S.54 Lz. 7 - Hz. IIP. 4.41 <dd. d - ~P94 Hz. 71 ^ 5.5 Hz. "C NMR <o2 MI"/. «.7DCF;- 6 (ppnn 25, 3 

i OP :. 25. o i(7IL i. 2c.. 3 iC!! : i. 6o 4 oCIF 80.4 i('II), I lu.J (Co. 

i e ! 1 ,2-O-Isopropv hden-3-O-tnniethv lsio l-( 2R.3RS ) - 1 ,2.3-trihvdro\\ -3-c\ anobutan 1 1 ' ) ) 

3.4-< )-Isepropy liden-t j.4-dih> drcxv-2-butanon A<) (7.2 iz. 5<J nnuol i wurde ir. 50 nil troekenent Dicniormeihan 
ge.ost. /u tiieser Losung wur;te eine karalynsche Menge Kaliumey amd (20 nig) unr. der Kroner.eiher lS-Krone-fi 
i 20 nig; gegeben. Unter Hiskuhlung wunien 9.4 nii (7()rnniol) Triruethv lsilyleyanid inr.erhalb 20 Vhnuien zugeiropl't. 
Das Losungsniittel und uberschussiges Trirnethvlsilvlev anid wunien unier reduzierteni Druek enifeml. Der oramietar- 
bene olige Rueksiand ( 12.0 g. 49,3 mniol, 9 ()r 7 : enthiell eine MisehunL! der Hrvthro- und Thretiverbindung in eineni Ver- 
haltn;s von i : P der daruber hinaus keine nennenswerren Mengen anderer Produkte enihieli. 

d-I NMR (3f)(/ MP/. ('IX'h): 6 (ppnn OP 7 und O.PS (2s. 911). P 1 2 ( s l 1.29 <si. 1,-0 isj. 1,43 <s), P4(: f S :. P57 lS ) ( 911). 
3,S5 3.90 (in, IIP. 3.97- 4. PJ mi. 211); ■ V XMR (9(] MHz. CDC\* j: crvihro 5 i ppm . P2 (TMS). 24,0 (CTh), 25,0 und 
2o,0 hCU,) : k 65,0 (CIPj. 80.4 * CT I>. 1 KJ.9 (CN ); ihreo 6 (ppnn 3d d'MS). 25,2 (CdPj. 2().2 und 2U A ( ( (3PP h ). 6o,4 
(Cdl : ;, 80,8 (CH), 120,7 tC.'N). 

(d) 2r-Methv 1-D-ery throne- 1 ,4- lac ton ( 12) und 2C-Methy i-D-thrcono- P4-Jaclon (13) 

l,2-0-[sopropyii(ien-3-0-triniethy^ 710: ( 12.0g, 49,3 mniol) wurde in 

30 mi 25 ( ;v:mer Salzsaure suspendierr. Zur Verbesserung der Loslichkeii des Iipt)philen" Cyanh\drins wurde Iiihanol 
( 10 ml) Innyugegeben. Die Reaktionsmisehung wurde bei 4> n C 30 Minuten lang geruhn und anschlieficrul 3 Stunden 
lang am Ru*.krluB gekoehi. Die Mischung tarble sieh braun. und em Niederschlag aus Aninioniunichlorid setzte sich ab. 
AnschlieBerd wurde die Saure nut konzentnertcr Amnioniaklbsung neutxalisiert, und-die Mischung wurde zur Trockene 
eingeengr. Der Kristallbrei wurde danach mil Methanol digeriert, und unludiches Amnioiiiuniehlorid wurde abtillriert. 
Das Methanol wurde ini Vakuuni enttemt. Das zuruckbleibende Ol enthiell die Lactone 12 und 13. sowte die otPenketti- 
gen Carbonsauren (11). Die Lactonisierung wurde durch Kochen mil b() c 7c lger AmeiseQ^aurt? (30 ml) fur 2 .Stunden ver- 
vollstandigt Sobald keine otYenkettigen Carbonsauren'in der Mischung mehr nachweisbar-waren. wurde die Losung un- 
ter reduzierteni Druck autkonzentriert. Das zuruckbleibende Ol wurde in einex Mischung aus Hthylaceiai, 2-Propanol 
und Wasser 5 ml, 65/24/12, v/v/v) geiosi. Diese Losung wurde aul' eine-Kieselgeisiiule gegeben { saure Fonn) urul wurde 
mit der Mischung aus EthyIacetat/2-Propanol/Wasser eluiert. Produkthaltige Frakhoncn wurden vcrcinigt und das Lo- 
sungsmitiel im Vakuuni entternt. Der Rucksiand wurde tyophiiisiert , Das zuruckbleibende Ol (5,9 g. 44.7 mniol, 91 <7 r ) 
enthiell nach NMR-spektroskopiseher Analyse 2C-MethyPD-ery;hrono- 1 ,4-lacion und 2C .'-Methyl-D-thi cono- 1 ,4-lac- 
ton in einen: Verhaltnis von 3:1. 

2C-MethylO-ihreono-L4-lacton l H NMR (250 MHz, CD.ODp 0 (ppm) 1.30 (s. 3IP). 3.92 (dd. : .T = 4,27 flz, 3 J = 
9.16 Hz. HI), 4,13 (dd. : .T - 4.27 Hz. 3 ,T = 5.50 Hz, 1 IP). 4,44 (dd. 2 J = 5.50 Hz. PI = 9,15 Hz. 1H). :3 C NM.R (63 MHz. 
CD 3 OD): 5 (ppm; 17.9 (CIL), 73.1 (CH : ), 78.8 (CH). 85,8 (C n ). 161,8 :C q ); IR (Film): 1770 cm Anal. ber. iur 
C_.\vH^ij4: (7 45,4, H 6, Li. 48,3; ge£: C 4n,2, H 0.5, O 47,3. 

2C-Methyl-D-erythrono-l,4-Lacion [ II NMR (250 MHz, CD-OD): 6 (ppnn 1.33 (s. 3H). 4,00 (dd, : J = 1.83 PTz, PI = 
4,2^ Hz. ll-I). 4,09 (dd, : .l = 1.S3 Hz, 71 - 9.77 Hz. IIP). 4.38 (dd. : J = 4.27 Hz, -J = 10.38 Hz. 1HP L3 c; NMR (63 MHz. 
CD.OD): 5 :ppni) 21.9 (*3II;1. 73. 0 (CH : p 75.U (CfD, 75.8 <C7 q J. 164,9 (C q ): PR (Film): 1770 cm" 

OtYenketnge Carbonsauren ( Isomerenmischung 1 : D "H NMR t 250 MHz, D : G): 5 ( ppm ) 1.14 • s, 3H), 1,17 is, 3H>, 
3 45 - V85 7m. hl-Pi: L -C NA^'PR (63 MHz, D-O): 6 tppnn 19.8 (CH: ), 20.7 (fPHPj. _ 64.9 (CPLi. 55,2 (CH.). 70.1 (CTT'). 70.3 
(CH), 77,8 <(P ; ;, 7^.9 iC ( j. 182.5 iC fi j, 182,8 (C,d. 

(e) 2,3-O-Isopropy "liden-2C-niethy PD-eryihrono- 1 .4- lac ton (14) 

Wassertreies Zinkchlorid ( 14,1 g, 103 nimol: wurde in KjO ml Aceton gelost. Die Losung wurde mil Lis gekuhlr, und 
5.9 g einer Mischung aus 2C-VIe!h\ PD-enthrono- P4dacton 1 1 2') (33.5 nimol') und 2C-MethyPD-thrcono- 1,4-lacton 
( 13) (11.2 nimol) gelost in 13 ml Aceton wurde zugegeben. Nach 18 Stunden wurde die Losung durch Zugabe von 
1 ou ml C ; 1 u >n ) i on ■ 1 verdanTM. /inkohiond und urn e render tes 2( Vlef h v 1 - D-f h reonrt- P-i- } acion wurden durch VVaschen 
nnt Wasser i3 > 10(1 ml) emternt. Die organische Phase wurde :mt Magnes; jmsulfat getrocknet. und das Losunvisniit-el 
wurde ante: reduzieneni Druck entrernt. Ausbeute: reines 2.3-0-Isopropyliden-2( '-nteihyl-D-ery-dirono- 1 ,4-laeione 
(4-. 4 g, 25.0 mnioi, ">y : r lusgehena von 2C-Merh\ 1-D-en ihrono- 1 ,4-lacton ) in Form eir.es farblosen <)les. welches bei 
- 20 ( ' kristailisiere. 

HI NMR t 5o0 MHz. CDCPj: 5 ippnn 1.33 is. 3H). 1.3" is. 3PP. 1.48 : s. 3H, 4.24 (do. H = 3.54 Hz. : J = : POP Hz. 1 Hi. 
a. 3a : doP : 7 = 1 P' jn Hz. 7 T = 1 ) Hz/: PL. 4.4! 1 do. : J = 3.50 Hz. T = •) Hz. 1 H" : :3 (7 V\K : 90 MTIz. CDCP: 6 < ppm) 18.4 
■ CIL ., 2().5 1CH0, 2to9 'CIL ). r>S,9 dPPu So.3 ((7IP. S 1 ,4 t (. ' 1 13,0 1 (P 1 7f).7 1 C 
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;_< )_. soprorn .:,lcr.-_C -!iic:.:\ i-:>e:> -.m ak- . n ■ 



■Ti NMR- S >,ONTr:,. CIX-1,: o.ppm, 1,29 .s,. 1.3.> s;. 1.34, s, 1 * , s , 1 ; 7 I, dd. ^ J - ML,.,. - 

r , lt) i I? rr ? „„ lr,. <a. -J = 11.50 iiz. -in. 3.S4 ,d,-.i = i..ct>Hz. 1 in. .-.9, .-a. J :-. 
«■;;«,; ; ' a'-) a i = v.o »/. -j = s.ss ; h, 4.5: ,a. -j = iu* h,. if., xl • = 2™ w. ;< 

71.5 ,c:H : ). S4.9K-U.. So.O ,C... So.l «CH;. 'U.4 « C \. i. 10i.4 ,l ,). 10.^ i( .,»• ' Hi. 11- ' .< IL. 

;g> :.3-04so P ropvadcn-:C-tiioihy.-l>or>ihrose- t «)-ben/.ylioxim < 18> 

- 1 O Isopropv'i<len-X--n.cU,vl-D-erMhroruranose ,15m»W g. 2.S 7 ">"«oh wurde in 12 ml trockenen, D,chlorme,hun 
.", % ptZiu , 1 ml* und 0 " ^ nunol) 0-Ben7vlhv l iroxvla.ninhydrochlond wurde aut on Mai zugege- 

^Das^^ 20 M-.cn auf.und die ReaKUonsmischung wurde nach 40 VI ; nu,en 

Mi chunt wurde 15 S.undcn Ian, be, Raumtenipcwtur geriihr, and anschLe end das Losungsmmcl .„, \a- 

Lli fn^DerROcUtand wurde in einer Mischung aus ChlorOorn.K, h^aee-au /4 v£ 

(C,). 152.0 (C"H). 

( |-) ) 2,3-0-[sopropyl'.den-2(. , -iueIhyl-D-eryihrose-( O-benzyl )oxini-4-dihenzylphosphai (10) 

TrihenzvlDhosDhi. i'l ^ - ^ 7 nnnoB wurde in 20 ml trockene.n Dichlom.ethan gelos.. Die Losung wurde auf -20"C 
,ck"hl Tod ( V g 8'nnnol, wurde in ciner Portion zugegeben. Die Losung wurde hch.geschmz, aul Raum.empera- 
gckuhll. Jo 1 g. , b Qsuno verschwunden war. 2.3-0-l S opropylid e n-2C-n,e t hyl-D-erythrose-(0- 

SS ISHO^ " 1 9 nmol^wurdet 20 ml Dichlom,e.han gelos, und 2.5 ml Pyridin (31.6 nunol) wurde .uge- 
be.nzyDoMn, ( lb) (u.^ , m,u Dibenzvljodphosphales wurde langsam zugetroptt. Dte 

benzvl)ox,m-4-dibenzylphospnat (19) , M Wi4 94<s 1H1 4 "7-5.02 

(„,. 6H,. 7.24-^.33 (m. 1511): NMR-63 MHz. CDChj: 0 , (pp.i.) 22.0 ,CII 3; 2o 6 CH,K 80 (Clh). M. Md. ^ 
S ^ Hi CH-) 60 1-69.5 (m. CH^i. 76.2 (CH : ). 80.2 (C c ). 82.5 (d. -J CP = 7.9 Hz. I D. 109.7 ,(. q ) 1-7.9 1_&.3 <eti). 
135 6 (d ^.! c ;= 6.8 Hz. C... 137.9(0,). 150.3 .CHV. 3I PNMR(.101 MHz. CDC1 3 ..: 6< PP n., -0.8 «.,». 

( i ) 2.3-0-Iso P ropylicen-20aie,liyl-D-erytlirose-4-d,benz.ylphospha, (20) 
, ; 04sonropvHden-X^n,e I hvl-D-erv t hro S e-(0-benz:,noxm 1 -4.d 1 benz y lphospna, « 19) (0 26 g. 0.43 nm.ol, wurde in 

und^ridl; ^n^rXSc,; D^e„«em, und ,as Rohprodu,, wurde —raphisoh gereinig, . K^, 
ge::rhlcro 1 onn/R:hy.ace,a, 1/4. v/v,. Ausbeuic: ^-^^^ uu Tl). 4.05— 1. 13 mi. 1H). 

H N'VrR i idO VITIz. CDC! - 1, o i rpn, i 1.24 is. Ml). . ..^6 is. tH 1 . 1,46 is. .mI). , ^^(MT., 

«^.., ) Mn.a„,7.:..,. fv , : i,»i i v. S .,s.,,i, ; : ^ »>«'™ « '|^? ; «la^^ 

i ppm - l A.' is). 
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> 2. ; -< )-L> pp -r: \ \c.cr.- 2( e: rr. '.-])- e r\ : kn :>■:—■ i:~er/\ .p:i. ^pn..' 2 ' 

2.3- ( >-I^ rv-, .p\ :idcn-2( ~- r i;ci; -\ .-D-c:~\ :m ^c— e;i/\ -pha! :2';j ■ 85 :ng. 1 k2 :n:n< L wurde in 3 m. :r. l\j::c;.i 
Metnar,«.-i ge.* >m. and d:e I ^ u n l: w urde aut ! : _ C ^ck jiilt. No.; r-umborin dnc 20 nig i 0.5 niinoi). \v uriie in einer Portion 
/ujegehen. Die^e MNchung wnrde 2 Stunden geruhr:. WV^er • 5 nil j wurde mschiiener.d /ujegehen. i:m iiP^r^-'^^Ai^^ 
B. rk\dnd /l; /.cr^v-ron. und Mi»churig wurde nut kor./cmriener Lss:gsa...re aid pi i 5 eingesieli:. Die Su^pcnsi* 
uurde \ i e n 1 1 a i mil ;e it) :nl Chi^rofomi extrakieri, urd d:e organisohe I. /sung u ur.le mil 20 mi emer Nainuniir. dr^ger.- 
carN 'nat-Lo^um 1 ^' . w 'v > jc'A'i>chcn. 2>ie • Tjanisciie Phase \\ urde t : l i t Magnesiumsjil at geir* vknet. und ii;js Losungs- 
nntiei timer redu/iertem Drack emiem. Ausbeute: S^.5 npj < 1 0.2 n.mol. I < K ; i 7 : reines 21. 

4 : NMR 25u Mil/. CDC! : : 6 i ppr.i : 1 .2' J i >, 5H ;. 1 . : -0 . s. 4 : i. 1 .30 is. 311*. LXo ( s. breit. 2; I ), 3.54 t ;il 21 1 . 3.\'5 ■ dd. .! 
^ a.-t) ;!/. ; = II/. HI,, j.} is 4,2o mi;. 2!!:, 5.'>0 .dd. J ^ 1.S5 II/- ; = S.55 II/, 41 L. 420 <nu KdL; C NMR 
i-^.i CXI.; 5 ppni; 224 iCH:). 26.4 iOh :. 2S.1 CIL o5.0 <CH : ;. o5.2 -:d, : / - 5.45 H/. CIL . 00.4 4-: 

= 2.72 H/. "I ■: = 5.45 4/. CTLi. Si 4 id. 4-> = S4 S f I/. CI L. S 1 .7 i C p. 1 oX.5 i ( ',. l 1 2f,.0 CI I ), 1 28 4 4T i. 1 35 o> : 4. 
'7 = 0.80 Hz. (7). :[ V NMR i 1(4 Mil/. CDCh): 6 - pp:n ) J. 5 is). 

i k ; 2C-Mctkv l-D-cr> ilmioi-4-phosphorsaurc 1 22 > 

2.3-C)-Isoprcp\ !i,icn-2C-nieLii\ kD-er\:hritol-4-,iib^n/y lphosphat (21 ; (S5.5 nig. \')b pniol) vvurde in -S ml ciner Mi- 
schung, bes'chond aus 4 ml Merharii4 und 4 ml \Va>scr. suspeniiicri. Hinc kaiaKtischc Mcngc Pal ladiuni/Akt i vkohlc 

: i wurde hm/ugcfl 'nt. un4 die Suspension uurde 20 Stundcn bei At niospharcndruck hydricrt. Der KaiaK sutor wurdc durch 
l : iltration durch omen (;.2 jam Menibrantiiicr en I term. Die saure L v. sung ipH 2) wurde aui 7() ; 'C hi) Minuien lani 1 erhit/i. 
Das VIciharol wurde unter redu/:erteni Druck bei 4()'-C emterni, und der Racksiand wurde lvnphilisien. Ausbeute: 
35.3 nig : 1 o3 urnck S3'7) Rohprodukt. Die Phosphorsaure wurde in 1 nil Wasser gelosl. Diese Losung wurde auf eine 
Nueleosil SB ;:] HPLC Saule aufgeiragen and mit C,5 M Ameisensaure bei emer Durehllutfrale von 1 nil/nun eluiert. Die 

:r: Aultrennung wurde rel raktonieinsch vertolgt. Produk;haltige Fraknonen iReientionsvolutnen 15 nil) wurden gesamnieil 
und lvopiiilisieri. Ausbeuie: 18.4 nig reines 22. 

41 NMPD504 MH/, DC), pM 1): dTppnu 1 ,;>4 ..s. 3H:, 3,37 <d, : J =11,77 II/, HI), 3,50 (d. : J = 1 1.78 Hz, III), 3,o4 fdd. 
\T = 2,00 II/, ; .I = 8,P) II/.. HI), 3,77 (ddd, -J HI , = 6,20 IT/, M = 840 II/, : .I = 10,80 II/. Ill), 4,01 uldd, M - 2.50 II/. 4 :; ; 
= f).(X) II/, \I= 10.SO H/.. Ill); X; NMR M 25 MH/, D-O. pH 1): 8 (ppno 18.2 ((To. 05.9 id, 2J rP = 544 Hz. CID). oo.2 
io iCIDi, 734 (d. J.;. = 7,58 H/,CHj. ^3,8 \C q ): -* 1 P NMR i 101 MHz. D : (). pi I 1 j: 8 (ppni) 3.7 (S ). 

Ilersiellungsbeispiel 2 

{ 1 — T 1 1 ]-2C-MethyOD-er\ thritol-4-pliosphorsaure i22) 

2,3-0-Isopropyliden-2C-methyl-D-ery throse-4-diben/ylphosphut (20) 85 nig (0.2nmtot) wurde in 3 nil troekeneni 

Methanol gelosl. und die Losung wurde auf 0°C gekuhlt. 

| : II|-NaBH 4 , 20 nig, (0,5 mmoO wurde in einer Portion zugegeben. Diese Mischung wurde 2 Stunden geruhrt. Wasser 

(.5 ml) wurde anschliebend /ugegenen, um uberschussiges Borhydnd zu zerstoren, und die Mischung wurde mil konzen- 
40 tnerter Pssigsaure aui pi I 5 eingestellt. Die Suspension wurde viermal nm je 10 nil Chloroform exirahiert. und die orga- 

nisehe Dosung wurde mil 20 ml emer Natriumhydrogencarnonat-Losung (5%, w/v.) gewaschen. Die orgamsche Phase 

wurde mit Magnesiumsulfat getioeknei. und das Lo^ungsniittel unter redu/ierleni Druck entiernt. Ausbeuie: 85.5 nig 

(0,2 nirnol, 100 C ^) reines [ 1 -41 1 1-2,3-()-Isopropyliden-2C- niethy l-D-erythriiol-4-dibenzy lphosphai (21). 

I D : H i ]-2,.VO-Is(^propvliden-2C-niethyl-D-eryrhriiol-4-ttibenzylphosphai f 85.5 nig, 190umol) wurde in 8 ml einer 
4S Mischung, bestehend aus 4 ml Methanol und 4 ml Wasser. suspendiert. Mine katalytische Menge Palladium/ A ktivkohle 

wurde hinzugefiigt. und die Suspension uurde 20 Stunden bei Atmospharendruck hydrierl. Der Katalysaior wurde durch 

Fiitraiion durch einen i>,2 um. Meinbranhiter entiernt Die saurc Losung (pH 2) wurde auf 7irC 60 Minuien iang erhitzt. 

Das Methanol wurde unter reduz:enem Druck bei M)'°C enifernt. und der Ruckstand wurde lyophi listen. Ausbeute; 

35.3 nig ( 163 umok 83^) Rohprodukt. Die Phosphorsaure wurde in 1 ml Wasser gelost. Diese Losung wurde auf eine 
Si) Nucleosil SBuj HPLC Saule aufgeiragen und mil 0.5 M Ameisensaure bei einer Durch 11 uLirate von 1 ml/min eluiert. Die 

Auftrennung wurde retVaktometnsch veriolgO Produkrhaltige Fraknonen (Re tent ions vo lumen 15 ml) wurden gesammelt 

und lyopnihsiert . Ausbeuie: 18.0 nig reines [l--Ht]-22. 

Hers tell angsbeispiel 3 
I 1 - 4 I. . j-C'-Vlethyl-D-ery thn t ol-4- phosphorsaure , 22 i 

|4Il-N T aj>IL iS.5 unioi. 100 mCi, 11.8 Ci/m:no4 wurde in 500 ul troekeneni Methanol suspendier:. 170 ul einer Lo- 
sung enihaitend 33.3 amcd 2.3-O-Isopropy liden-2C-nieth> d-D-eryrhrose-4-dibenzy lphosphai (20) in :rockenem Vletha- 
<v) riol warde bei R airnieniperalur in einer Portion /ur Borhydrd-Suspension gegeben. Nach : Stunde bei Raunitemperatur 
uurde ] :nl Wasser zu gegeben. um iiberschussi^es liorhydrid zu zersioren. I2> ie entstandene Suspension wurde mil Chlo- 
roform <3 > 170 liO exiraldct, die org^mschen Phaser wurden vereinigl. und das Losungsmittel wurde ohne zu trocknen 
unter reduzierteni f.)ruck enifernt. 

Der Ruckstand wurde in 50 f 1igem Meihanol : 1 :n0 geiost. eine ^ataly iisc;ie Menge Pailaoiuni/Akti\kohie wurde hin- 
/ugefagi, und d.ie Mischung wurde 12 S;unden 1 Raumiemperaiur, 1 ami) hydrien. Der Katalysaior wurde durch Filtra- 
rion em term. Lssigsaurc t KK/ r. 1 :11k wurde zagegeben und die Mischung wurde fur 30 Minuien aur n< ) 'C erhitzt. 
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w . \V"w\ic:M-Mur.i: -.*.cs ::e:> I e : l nr. gb re isp . 
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: C-Me:i:\ iUvdd in Sehrdi « a ■ deier: ^.ij 



: (*-n:a:k:e:-:e Ye:-hir.dL 



: ters:elL:nksheispici r* 

. ■ ■ i - m^Nv;,^, * ,l.n<-'hn!''a liefer: die deuerumi:narkiene \erhin- 
Die Wieder-oa;-^ deh . iersiedung>re:spiels i n::: Me! I a ^ ^.k- } - n - 



,iun i : 



IIers;eiLingsbeispieI 0 

Ol0 Wiederh.lung des I Terste! lung she i spiels 1 nn, KaliumcvanM-V in Schrm lieter das V-nra^erte Prod.ki 



122). 



Tiers i eii ang sbeispiei 7 

Pvruva, spczilische Xk.ivi.a.: ISO n.Ci/mmol , und D.L-Glyccrinaldchyd-3-pnospha. herges.elh na.h d.r NU. 
Snrenuer e, al. Proc. Natl. Acad. So, USA 94 , 19<>7) 12857-12862 beschneben wurde. 



Herstellungsheispiel S 



- . i h^h, M-pvirir S niCd/niniol) wurde svnthetisieri entsprcchend Ilcr- 

I2- : H] l-Deo\v-D-\viulose->phosphat ispe/ihsehe Akhvuat. n m^i/nmiou wulu , r ^ 

stellungsbeispiei 7 aus [3- i Hl-Pyruvai (spezirtsche Aknvitai: 72,3 Ci/mmol). 

Hcrsiclljnasbeispicl 9 

Beispiele fur die Plait ldisolierung 
Isolierungsbeispiel 1 
Chromoplasten aus Capsicum annuurn L. 

Das Pericarp von Capsicum — (500 g Prischge.ichO ^^^^^^^^^ * 
rungsn.ediun. 1 wurde bei ^ -gegebe. Das Iso a« Dm a,,u„,salz 

Puffer (dH 8 0) 1 111M Dithioervthniol (/-■J mgOUUimi, 1 ULVj ^ ; . uiv^n v i ^kiinde^ 

(1993) modifiziert. 5 

Isolierungsbeispiel 2 

Chromoplasten aus Narcissus pseudonarcissus L. 

Es wurde die Me.hode von Liedvoge, e, al. Cy.obiology 12. ^^^^^ £££SS5 '' 
50 g 1-risohgewiehM von Narcissus Pf^onar^ K 90 

1(57 nuM Kaliumphosphaiputter :pH 7.3 », M.iM MgU „«a.l n V^»nu>. ^adm'-MixerO x 1 Sckunde) ho- 

!,).5 s/250 ml). 0.74 VI Saccharose ,63.3 g/250 ml)]. D,e M.schung rf*Z ™^di^u^or, bei 1400s fur 
■uo-enisiert. Nach Filtra.ion des Homogena.s durch erne Nvlongaze . , .agen. ^>^™^ hci , * ,Sor- 

5 ..nn ,H P pendorr Zen.nn.ge, wurde nach cincr emeu.en ^^l^^ Tn „ pTffenT-2 ml, mi, der lol- 
vad-Zemnfuge, ESA-Ro.on c,n ( iKomopiustcnpe ^ ipH 7.5k 5 nuM 

-enden Zusanuiicnsctzung resuspendiert. M) c - wA , wnarcsL .n ) t- ^ Saccha- 

M,C! , und in en .ransparcmes Zemrifugcr.rohrchcn aber.uhn. ^^^^ ^ LmJh. uber .1,e i-lus- 
r-^ungc^n.g.e.chen!^ 

,m.cu im .ransparcn.cn /emrilugenrohrehen gegenen. Nad c.< n ,nu.^ An m hascn „ rcn/t1 ac!iJn dor iO/.'O^iucn 
2S-Uo,or. .VM.cr.cn die Chron.cplas.cn an.: biidc.cn «c, .-ianden /.w,sc! cn d n . aj>^n "a a.n 
.nd.VlVHgcnSacchar.sCosungcn.DlcChr f ^^^^^ 

se-:idienien orilemi. und mil duller nis /u eu:er ^aCLt^ro^^nakon/x^^raI.on 
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a ::>:cn :n :"kjrac... :;sp..::er : -iAi * X>-t PP. ;P : .1.: ; :n\I MgCF: 2 ::iM :>.:]:;■ -er\ rr::-!!- -i :• resaspen^cr:. Die 
P:"> ic:niv :■/::;:. i;; n u j;\;e der Vein, de \ . r. Dr^:;* -iv. :-cs!imii.i. 

P* >:!L*f :in g oc: spie: ' 

( 'hlororiasten 

Pur die isopcrung der Ch.on ^plasien nach der Y.etLVie ;:n Isojierungs^eisoie! 1 wurden die jrunen Prachte \on Cap- 
sicum annaum P. •* erwendet. Das Peiiet vv urde iiii < -ege.nsaiz dazu durch 2:iiir Li! i Zer.tritu nation hoi 22( * > ^ ernaiten 
i Sorvail. LSA-Rolor :. 

Aii: gieicne Weise wurden Caioroplasien jus Avena saliva - 250 g Pnmarbluller i mil der ohen gen an men Melhode P . - 
lierr. Die Pflan/en wuch^en 7 Tage lang ant" Vemti cul:t-( iranular (Imposition: 140(1 i\. 25"C. 5()-od ( P TP. 

Mil dersetben Methode wurden auch Chloropiaster: a us Fact aca capitala var. capitata I... Spinacia oleracea P.. Secale 
i- cereale P.. Brassica oleracea scbsp. oieracea var. itaiiea P. (aus der Bliiteriknospe . Orvza saliva und Zea n:avs isoiien. 

S c ree n ; n g - B ei s pi e I e 

Screening- Be: spiel ' 

11 ) 

Schritt A: Test ohne Inhibitor 

Ps wurde die Chromoplasien aus Capsicum annuum P. verwendet. Die Intubation wurde in einem Fppcndort" Reakn- 
onsgetaB bei 30"C wahrend 15 h durchgePihr: . Das Gesanit volumcn der Fnzymzusanmienserzung betrug 500 ul. Ps 
sei/.te sich aus lolgenden Komponenten zusamnien: 100 m.VI HFPFS-Puller ipH 7.t>), 2 mM MnCP ( 1 umol), lOniM 
MgCP (5 umol). 2 mM NPADPII ( 1 umol), 0,1 uCl | P2-- J C : i 1 -Dl-u.\v-D-\ y Iulose-5-phospha( ( Fo nniol; 342.4 rig). 

Die en/.y matische Reaktion wurde durch Zugabe der Chromoplaslensuspcnsion <ca. 2 :ng Protein) gestartet. Pur Kon- 
trolllests wurde die entsprechende Menge deslPlierten Wassers zugegeben. 

Urn zu demonstriercn. datf die radioakdv niarkierten Substrate in Caroiinoide und andere lipophile Verbindungcn cin- 
m) genuut wurden. wurde die Fnzynizusammensctzung zweinial mi! je 1 ml Chiorotorni extrahierl. und die vereinigten 
Chloroform phase n wurden mil IT i lie einer Vakuunizentnfuge (Speed Vac, Bach ho ten konzentriert. Das Vo lumen wurde 
aur 300 ul gebrachi, und eine 10 pi- Portion da von wurde zur Bestinmiung der Radioakri vital in der orgamschen Phase 
verwendet ( Sziniillalionszahler, Automatic Counler LSti500, Beckniann). 

Zur Demonstration der Radioakri vilat in einer bestimmten Carotinoidlraktion wurde die organische Phase mi! Hide 
;.s der Dunnschichtchromatographie getrennt. Die Radioaktivitat wurde mil Hilic eines "Bio-Imaging Analvzers" (BAS- 
1500, Fujifiim) oder eines "Radio-Dunnschieht-Seanners" (Automatic TLC Linear Analyzer. BerthokO bestimmt. Urn 
Radicaktivitaiswerte der gesamten Terpenoide in der organischen Phase oder des (j-( 1 arotins zu erhaiien. wurde der Pro- 
zen tan toil der radioaktiv niarkierten Vorstufe. die in Terpenoide oder p-Carcrm umgcwandelt wurde, be re ch net. Das I:r- 
gebnis isi 14% f ur a lie Terpenoide oder 10?/- lur p-Car(M;n, 

40 

Schnu B: Test :uit Inhibitoren 

Die Inkubation von Sehritt ;\ wurde naeh Zugabe slei gender Mengen an 3-( N-PonuvPNdi vdroxv amino jpro-pvlp- 
h(.->sphonsaure VIononalriumsalz ( Fl ) [hergestellt nach O^hler. TP und Kanzler, S. Synthesis 539-543 ( 1905 ); Yazawa, IP 
as und Goto. S., Tetrahedron Letters 26, 3703-3706 < 1985'): orier 3-( NhydroxyaminojpropyTphosphonsaure Mononatnuni- 
salz <F2) | hergestellt nach Older, F. und Kanzler. S. Synthesis 539-543 (1995)] wiederholt. Die Ergebn:sse sind in Ta- 
belle 1 gezeigi. Das in Sennit A erhahene Erger?nis wurde als Bezugswert in Tabeile 1 aut 100 gesetzt. 
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Die Ergebnisse zeigen. da6 das Screening- Verfahren empf tncllich isU sowohl fur den Inhibitomachweis ills audi fur die 
Unferscheidung /.wise hen Inhibitor und Nichr- Inhibitor. 

Screemnp-Beispiel 2 

.30 

Das Screening-Beispiel 1 wird wiederhoit mil der Ausnahme. dal3 :4 C-inarkier;e 1-Deoxy-D-xvlulose odcr ~H-mar- 
kiertes 2C-Methy]-D-erythritol-4-phosphai ans telle von ^C-markieneni 1 - Deoxy-D- xylulose- 5 -phosphat verwender 
wird. Die Ergebnisse ohne Inhibitor sind analog, wobei der Einbau von 1-Deoxy-D-xyJuiose ungefahr 10% des Einbaus 
von 1 -Deoxy-D-xylulo:>eO-phusphai beirag!. Die Ergebnisse mil Inhibitor sind die gleichen, wie ini Screening-Beispiel 
1 fur 1-Deoxy-D-xyluiosc aber fur 2(^Methyl-D erythritof 4-phosphut wurde keine Inhibition beobachtet. j.s 

Screening- Bei spiel 3 

Das Screening- Beispiel 1 wird mi t Chroniopiasien aus Narcissus pseudonarcissus L. oder mil Chloroplasten aus Cap- 
sicum annuuni L., Avena saliva L., Factuca capitata var. capirata L., Spinacia oieracea L., Secale cereaie L., Brassica oie- 40 
race a, supsp. oieracea var. italica L.. Oryza sativa. Zea mays wiederholt. Hiermit wurden analoge Ergebnisse erhalten. 

Screening Beispiel 4 

Das Screening-Beispiel 1 wird niit [1- l4 C] Isopentenylpyrophosphat (0,1 pCi, 1,8 nmoH wiederholt. Es konnte gezeigt 45 
vverden, daG weder Fl noch F2 eine Inhibition zeigten. 

Patentanspriiche 

1. Eine Meihode zur Emntrlung von Inhibition wcnigsiens eines Enzyins in der Biosynthese von Terpenoidcn ubcr 50 

l-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat in Prlanzen, welche die foigende Schritte unifatit: 

(a) Herstellung einer Suspension aus Zellen oder Plastiden eines plastidhaltigen Organismus in einem Kultur- 
rnedium. welches zur IJntersiuizung des Metaboiismus in besagten Zellen oder Plastiden niindestens bis zum 
Ausnial3 des besagten Biosyntheseweges dient. 

(bl) Zugabe einer definicrten Menge einer 1J C-. ~H- oder J H-markicrren, biochennschen Vorstufe zur 55 

Erzeugung von Terpenoiden uber besagten Bicsyntheseweg, 

tel) Inkubation der in Schritr tbl) erhaltenen Mischung fur eine bestimnue Zeitdauer bei einer detinierten 
Teniperatur, 

(dl ) Abtrennung einer Fraktion aus der in Schntt ic 1) erhaltenen Mischung. welche ein Produki oder Zwi- 
schenprodukt des besagten Riosy ntheseweges anterhaib von 1 -Deoxv-D-x vlulose-5-phosphat enrhail. <v) 
(el ) N'achweis und Besiimniung der Konzentration eines oder niehrerer niarkierter Produkte in der besagten 
Frakiion. welche in Schntt idl i erhatten wurde, 

(b2: Wiener hoi ung des Sciinues (hi > nach der Zugabe einer derinienen Menge einer chemise hen TesLsuhsianz 
uncr ansonsten identischen Beningungen. 

(c2i bisie2) Wiederiioi ung der Schritte cl i bis (el ) niit der in Scnnti f h2 ) erhaltenen Mischung unier densel- 
ben Beuingungen wie in den Sciir.ften tel ; bis sell und 

<f Nachweis der Heruniung uemgstens eines En/yms im besagien Biosvntheseweg durch die Beobachiung. 
die Konzem ration eir.es .xler niehrerer Procuk:e. die in Scliriu <eF besnnmii wurde hoher :si als die Ken- 
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.-.:::c Mc!h. de gc:::ai: A:isprL.ch 1 . :r. ueicner der pias;:dha .:ig:M Jrgar.:- - .:^ erne mor:* l ^..^; tic • cin>.e::ah: a::- 
r. ;jc ■ iic:' ;\ . c\:« r.e ' /'* ckcmiPi j.nr. ee : r'dan/e is; 

.v mmc Methovie genia.;> Anspruch i. in weicnerdu.s Plusr.ci cm Chroinopiast > -der Chioropius; i.si. 

- : me Methode Anspruch : . in weicrer die pk vne raise ne Vorsiute a. is emcr (.jruppe. bes;e.iend aus ! -I")e- 

i a\-D-\\ luiose, l-Dei\\>-D-\y .uk'se-5-phespnat jru: 2C-Me:r.\ i-D-ery thn:» -1, 2C-Me:h\ I-D-er> ihriiol-4-phos- 

piiLji iird 2CATe:h\ M>ervduiioi-4-pvrophosphat gewahlt vvurde. 

r. ::ine Meihvdc genial;. Anspru 'ii 1. in der e:ne PxtraKdon mil cincm !ip«mhiicn * rgLiniscr.cn !.dsun<2sniinel i .;r die 
Ah:rennur.g m der. Scimtten :dm and <d2 j \eruende: vvird. 

lane Methcde gemaD Ansprach 1, in der die Vagenden /asatzlicnen Sc!:n:ie uusgeiahn werden: 

igl : /mgabe e:ner deiimerren Menge emes " (*-. '"('-. "I;--.:der II-rnarkienen lsopenten\ ip\ rophospaaies /ur 

Suspension a lis Schrin ui. 

il.i ) his i lv i Wiederholung de~ Schntte 'cl ■ b-s iel i mi! der ir Schrit: i g i i erbaltenen Mischung, 

(g2) Wiederhciur g vies Sckmies igl .) nach /u 'abe einer delinicrien Menge emes, in Schriit < f ] nach 'ewiese- 

nen Inhibitors, 

th) Nucnvveis der Anwesenheit einer inhibition eines Hnzyms ini Biosyntheseweg unternalb von Isoperv.envi- 

pyrophosphat durch besagten Inhibitor. 
7. Idne Met node zur Wachsrunishemmung von Ptlan/en durch Behandiung mil einer chea. ischen Verbindung. wel- 
che -us einer Klusse eheniisener Verbindiingen slanunt, die :iu Test genial;! Anspruch 1 cine Inhibition des Bios\ n- 
iheseueges /u Terpenoiden uner 1 -Deoxy -D-xv luloseo-pnosphar aurweisen. 

S. lane Methode zur Ilenmiung eines. in rhloroplasien von Prdanzen vorhandencn Hn/.ynis tics Biosyn these weges 
/u lerpenoiden Liber 1 -Deoxv-D-x\ ulose-5-pnosphut durch Behandlunn mil einer enemisehen Verbindung, welcne 
aus einer Klasse chemischer Vcrbindungen starnmt. die mi dest gemaB Anspruch 1 cine rnhihiiion des Biosvnthese- 
vveges /.u lerpenoiden iher 1 -Deoxy-D-xylulose-.'S-phosphal aulweisen. 

u . lane Meihode genial den Anspruelien 7 oder S. in welcher die Behandlung nut einer chemischen Verbmdung 
durchgeiuiirl wird. die int desl genial; 1 ) Anspruch r> keine Inhibition aul'wei>t. 



